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本 研究は 、 トウモ ロコシめ品質改良及び収量 増加の基礎的知見 を得 るため
に 、①5-methyltryptophan(5MT)耐 性株 の選抜 とその解析 、② 分 げつ
を支 配す る遺 伝学的要 因につ いて検討 した ものであ る。
まずEMS処 理 した トウモ ロコシか ら5-methyltryptophanに 対 して生育
抑制濃度下 で も生存する5-methyltryptophan耐 性株の選抜 を行 い(1章)、
得 られ た耐性植物 の遺伝様式 と生化学 的特性 に関す る調査 を行 った(2章)。
その結 果 、5一 鵬thyltryptoph参n耐 牲株ではコ ン トロール に比べ てTr}pto-
phan生 合成 経路 下 にあ るTryptophanSynthaseの 活性が高か ったの で 、そ
の酵素 を コー ドして い る遺 伝子を ク ローニ ング し、,この遺伝子 の5-methyl-
tryptophan耐 性株 におけ る遺伝子発現 について解 析 した(3章)。 次 に収量
増加 の一つの要 因で あ る分げつ に関 して さま ざまな知見を得 るために 、遺伝
学的 な解析(4章)、RAPD分 析法 によ る分 げつ系統の識別(5章)、
differentialhybrid珍ation法 によ る分げつに関与す る遣伝子 の単離(6章)
を行 った 。また分 げつ を含む植物形態の異常の要因のひ とつ に 、植物 ホル モ
ンの 生合成経 路及 び作用 経路の異常 があげ られ る 。最近の研究 で細胞の情報
伝達 に はGTP結 合 タ ンパ ク質が 関与 レて いるということが言 われて いるこ
とか ら 、本研 究に おいては植物の形 態異常 とGTP結 合 タ ンパ ク質 の 関係 を
調べ るために 、イネのGTP結 合 タ ンパ ク質を コー ドしている遣 伝子 をタバ
コに形質転換 し、植物 体内生 ホル モ ンの変化によ って草型変化が 誘発 され る
か否 か を調査 した(7章)。 その結果 、分げつを支配 して いる要 因 と してG
TP結 合 タ ンパ ク質 が関与 している可能性が示 されたので 、 トウモ ロコシの
GTP結 合 タ ンパ ク質 を コー ドして いる2つ の遺伝子(cDNA)を クローニ ン





置床 した結果、幼苗 と幼根の生長は5MTの 濃度が増加す るに従って抑制 さ
れ 、5MT25ppm以 上で約80%の 生長阻害が生 じた(Fig.1)。
次 に突然変異体を高頻度で得る条件検討を行った。突然変異源処理は受精
時に行 うと高頻度で突然変異体が得 られることが知 られている。そこで受粉
2時 問前 、受粉後 、1、2、3、6、9、12、24お よび48時 間後に、それ
ぞれ0.2%EMS溶 液を24時 間処理 した。その結果、受粉後3時 間、6時
間 、9時 間の処理区において クロロフィル変異がそれぞれ0.2%,10.2%,0.1%
で生 じた(Table1)。 次に クロロフィル変異の頻度が最 も高か った受粉後
6時 間後の種子 由来の植物を 自殖 し、その後代(M3)16,000粒 を用いて 、
コン トロール区の植物が完全に阻害される5MT50ppmの 培養液で耐性株の
選抜を行った。その結果 、23個 体の5MT耐 性株が得 られた。
2章15MT耐 性株の諸特性
1章 で選抜 され た5MT耐 性植物 の うち15個 体 は正常 に生育 せず採 種す
る ことが できなか った 。残 り8個 体 の 自殖後代の5MT耐 性度 を検討 した と
ころ 、1個 体 の後 代 のみ が耐 性 と非 耐性 の分離 を示 さず全 てが 耐性 で あ り
(Fig.2、MR、)、7個 体 の後代 では耐性 と非耐性 が分離 した。さ らに 、M
R、の 自殖 種子 を用 い 、非 耐性 を示す 自殖系統CI66と 交配 を行 った結 果 、F
1個体 のすべ て が耐性を示 して お り(Fig.3)、 またF2世 代の耐性 と非耐性
の分離比が3:1で あ った(Table2,Fig.4)。 このことか ら5MT耐 性は
単一 優性核遣 伝子 に よ って支 配 されて いるこ とが明 らかにな った 。次 に 、M
R、 の種子及 びカルス の遊離 ア ミノ酸含量 を分析 した結果 、MR、 の全遊離
ア ミノ酸量 は コン トロールに比べ て2.6-3.6倍 増加 していた(Table3)。
さ らにTryptophan合 成経路 の初期酵素 であるAnthranilatesynthetase
(AS)の 活性 とTryptophansynthase(TS)の 活性 を測定 した ところ、A
Sの 活性 はMR、 とコ ン トロールで ほぼ 同 じであ ったが 、TSの 活性の ほ う
はMR1が コ ン トロールに比べ て4倍 も高 いことが分か った(Table4,5)。.
またMR1はTryptophanに よ るASのFeedbackinhibitionが 、コ ン トロ
ール に比べ てかか りに くか った(Fig .5)。
3章:5MT耐 性株におけるTSB遺 伝子の発現
トウモ ロコシの子葉 を用 いて作製 したcDNAlibraryか らTryptophan
synthaseの βsubunitを コー ドしてい るcDNAク ロー ンを単離 し(Fig.6)、
この遺伝子 の さま ざま な器 官 におけ る発現 を調べ たところ 、葉及 び根 におい
て発現 してい た 。5MT無 添加培地 で生育 させた場合 、MR、 の発現量 は コ
ン トロール に比べ て高 く、ま た5MT添 加培地 で生育 させ た場合 、両者 とも
に発現量 はか な り低 く、量的差 異は見 られなか った(Fig.7)。
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4章:分 げつ自殖系統(IK)の 遺伝的特性
分げつ型の トウモロコシの 自殖系統(IK)の 遣伝特性を調べるために、
無分げつ型系統W23と 交配 した結果、F、 世代ではすべて分げつ型であっ
た 。また 、F2世 代では分げつ型と無分げつ型が3:1に 分離することが分
か った。またBC、 世代ではその分離比が1:1で あった(Table6)。 また
幾つかの分げつ系統を用いてAllelis皿Testを 行 ったところ、IKの 分げつ
性は他の分げつ系統との重複因子によって左右されることが分か った(Table
7)。 また 、IKの 分げつ性の因子をwx一 転座setを 用いて、染色体上の位置
を調べた ところ、IK:の 分げつ性は3番 染色体の長腕に存在することが分か
った(Table8)。
5章:RAPD分 析法による分げつ系統の分析
トウモ ロコ シの分げつ系統 を識別 す るため に 、31種 類 の 蝕PD田arkerを
用 いてPCR反 応 を行 った(Table9)。 その結果 、2種 類 のpri磁erで 分
げつ 系統 と無分 げつ系統 を識 別する ことがで きた(Fig.8)。
分 げつ 系統 と無 分げつ系統F2世 代にお いて 、この2種 類 のprimerを 用
い てその 分離 を解 析 した結果 、1つ のpri田erは 分 げつ系 統 に見 られた3本
のバ ン ドが3:1に 分離 した ことか ら、このRAPD皿arkerは 分げつ系統 に関
係す るmarkerで あ ると考え られた 。
6章:ジ ベ レ リン生合成 阻害剤(Uniconazo1)に よ って発現 す るcDNAク ロ
ー ンの単離及 びその特徴
Uniconazo1を 幼苗に処理す る と、dwarfismと 分 げつの現 象が見 られたこ
とか ら 、この現象 を利 用 して トウモ ロコシの分 げつ に関与す る遺 伝子 の単離
を試 み た 。 トウモ ロコシのIK自 殖系統 を用 いて 、Uniconazo1で 処理 した
もの と処理 していない コン トロール か らそれぞれcDNAlibraryを 作製 し、
differentialscreeningに よ って分 げつに関与す る可能性 のあ るクロー ンを
選抜 した 。その結 果 、3つ のcDNAク ロー ン(K:T4,KT7,KT9)が
得 られ 、それ らの 塩基配列 を決 定 した結果 、イ ンサ ー トの大 き さは それぞれ
617,1323,1509bpで 、KT7とKT9は 全長のcDNAク ロー ンだ と考 え ら
れ た(Table10,Fig.9,10,11)。
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7章:イ ネ 由来GTP結 合タ ンパ ク質遺伝子(rgP1)の タバコ細胞への形質
転換
rgP1遺 伝子はイネ由来の遺伝子で 、『GTP結 合タンパク質をコー ドしてお
り、これはヒ トのprotooncogeneで あるras-p21に 関与 していると考えら
れている。このrgp1遺 伝子の産物の生理学的な働きを決定す るために、NPT
II遺 伝子を含むpBI121ベ クターにrgp1遺 伝子のアンチセンスを組み込み、
タバ コの細胞に形質転換 した(Table11)。 その結果 、rgp1遣 伝子が3っ 以
上の遣伝子座にある形質転換体が得 られ 、著 しい表現型の変化が見 られた。
最 も顕著な特徴は、頂芽優勢の搾制による分げつの増加であ り、dwarfismや
花の形態形成異常も見 られた(Table12)。
形質転換 したr加1遺 伝子の発現量を見 るためにノーザ ンハイブ リダイゼ
イションを行った結果 、分げつが増加 した形質転換体は形質転換 していない
コン トロールに比べてその発現量が高か った(Fig.12)。 形質転換体TF1
及びTF3のR1世 代はすぺてカナマイシン耐性で 、分げつ性はそれぞれ3
:1、1:1に 分離 した。分げつ性の異常は 、植物ホルモンの代謝経路ある
いはその作用経路の異常だと考えられるので 、これらの経路におけるrgp1
遺伝子の働きについて考察 した。
8章:ト ウモロコシのGTP結 合タンパク質をコー ドする遺伝子のクローニ
ング及びその構造解析
トウモ ロコシのcDNAIibraryを 鋳型 に して 、GTP結 合 タ ンパ ク質 の保
存 され た領域 をPCRに よ って増 幅 させ た産物 を用いて 、 トウモ ロコシのG
TP結 合 タ ンパ ク質 を コー ドす ると考え られ る2種 類 のcD酷 ク ロー ン(mgp1,
厨gp2)を 得 た 。これ らのcDNAク ロー ンの塩基 配列 を決定 した結 果 、このタ
ンパ ク質 はGTP結 合領域 を持っ21.8kDaの タンパ ク質 で 、イネのrgp1
遺 伝子の ア ミノ酸配列 との相 同性 は67%だ った 。さ らにい くつか の領 域では
推定 されるeffector領 域 が完全 に保存 されていた(Fig.13,14)。
7章 及 び8章 の結果 か ら、・mgpl及 びmgp2遺 伝子産物 は植物 の生長及び






1.EMS処 理 に よ って トウモ ロコ シの5MT耐 性株(MR、 系 統)を 選 抜
した 。この5MT耐 性 は単一優性核遺伝子 にょ って支配 されてい た 。
2.こ の5MT耐 性株 は遊離 ア ミノ酸含量が コ ン.トロール に比べ 、2.6-3.6
倍増加 して いた 。またTryptophansynthaseの 活性 を調べ た ところ 、コ
ン トロールに比べ4倍 高 か った 。
3.ト ウモロ コシのTryptophansynthase遺 伝子 をク ローニ ング し、その遺
伝子発現 を解 析 した結 果 、5MT耐 性株 はコ ン'トロー ルに比べ て発現量
が高か った 。




1。 分げつ 自殖 系統(IK)の 分 げつ性 は単一優性核遺伝子 によ って支配 さ
れて お り、他 め分 げう系 統 とは重複遺 伝子 の関係 にあ った 。
2.RAPD分 析 法に よ り分 げつ系統の識別ができた 。
3.differentialhybridizationに よ って 、 分げっにかかわ る可能性 が あ
る遺 伝 子のcDNAク ロー ンを単離 した 。
4.イ ネ 由来GTP結 合 タ ンパ ク質を コー ドしている遺 伝子を タバ コ細胞 に
形質転換 した結果 、形態形成 異常が み られ た 。また トウモ ロコシか らG
TP結 合 タ ンパ ク質を コー ドす る遣 伝子のcDNAク ロー ンを単離 した 。
以上のように本研究では トウモロコシの分げっについてさまざまな方面か
ら解析を試みたが 、分げっ という現象は複雑な要因が絡み合っていると考え
られ 、本研究の結果 だけか らでは分げつの要因に関する結論を導 くことはで
きない。 しか しながら分げつに関与すると考えられる遺伝子がとれているの
で、今後 この遺伝子を植物に形質転換することによ り、この遺伝子 と分げつ
の関係を明 らかに していきたいと考えている。。
本研究で選抜 したMR1系 統は トウモロコシの品質改良において有用な育
種材料であ り、またア ミノ酸合成の研究においても重要な材料であると考え
られる。またdifferentialscreeningで 単離 したcDNAク ローンとGTP
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論 文 審 査 の 要 旨
本 研 究 は,ト ウ モ ロ コ シ の 品 質 改 良 お よび 収 量 増 加 の 基 礎 的 知 見 を 得 る た め に,(1)5-
methltryptophan(5MT)耐 性 株 の 選抜 とそ の解 析,(2)分 げ つ を 支 配 す る遺伝 学 的 要 因 に つ い て 検
討 した もの であ る。
まずEMSを 処 理 した トウモ ロコ シか ら5MT耐 性株(MRI)を 選 抜 しそ の 遺 伝 様 式 を 調 べ た と こ
ろ,5MT耐 性 は単 一 優 性 の 核 遺 伝 子 に支 配 され て い る こと,遊 離 ア ミノ酸 含 量 が コ ン トロー ル
に比 べ て2.6-3,6倍 増 加 して い る こ とが 分 か った 。 また,tryptophansyn亡haseの 活 性 が 高 か っ た
の で,こ の酵 素 を コ ー ドして い る遺 伝 子 を ク ロ ーニ ン グ し,そ の発 現 を 解 析 した 。 これ らの結 果
か ら,選 抜 され た5MT耐 性 株 は トリプ トフ ァ ン生 合成 経 路 下 に あ る酵 素 に 変 異 が 生 じた も の と
考 え られ る。
次 に 収 量 増 加 の一 つ の 要 因 で あ る 分 げ つ に 関 し て,遺 伝 学 的 解 析 を 行 い,分 げ つ 自殖 系 統
(IK)の 分 げ つ 性 は単 一 優 性 核 遺伝 子 に よ って支 配 され てお り,他 の 分 げ つ 系統 とは 重複 遺 伝 子
の関 係 に あ る こ とを 明 らか に した 。 また,RAPD分 析 法 に よる分 げ つ 系 統 の 分析 を お こな っ た と
ころ,分 げ つ系 統 と無 分 げ つ 系 統 を 識 別 す る こ とが 出来 た。 また,Uniconazolを 幼 苗 に処 理 す る
とdwarfiamと 分 げ つ の現 象 が 見 られ た こ とか ら,こ の現 象 を 利 用 して,differetialscreening法
に よ り,分 げ つ に関 与 す る可 能 性 の あ る3ク ロー ンを単 離 した 。 また,分 げ つ を含 む植 物 形 態 の
異 常 の 要 因 の一 つ に植 物 ホル モ ン の生 合成 及 び作 用 経 路 の異 常 が 上 げ られ るが,本 研 究 に お い て
は,植 物 の 分げ つ 性 にGTP結 合 タ ンパ ク質 が 関与 して い る可 能 性 を示 し,さ らに,ト ウモ ロ コシ
のGTP結 合 タ ンパ ク質 を コー ドして い る2つ の遺 伝 子 を ク ロー ニ ング し,そ の 構 造 解 析 を お こ
な った 。
以 上 の よ うに,(1)本 研 究 に おい て,選 抜 したMRI系 統 は トウモ ロ コ シの 品 質 改 良 に お い て有 用
な育種 材料 で あ り,ま た ア ミノ酸 生 合成 の研 究 に お い て も重 要 な 材 料 で あ り,こ れ を用 い た本 研
究 に お い て,新 しい知 見 が 得 られ た と判 断 され た。 また,(2)分 げ つ に関 与 す る一 つ の要 因 と し
て,differentlalscreening法 で単 離 したcDNAク ロ ー ン とGTP結 合 タ ンパ ク質 を コ ー ド して い
るcDNAク ロー ンが 存 在 す る こ とが 明 らか と な った 。 よ っ て,審 査 員 一 同 は,本 論文 提 出者 は 博
士(農 学)の 学 位 を 受 け るに 値 す る もの と判 定 した 。
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